VERTRAG UbAdIE INTERNATIONALE ZU^M MEN ARBEIT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTWESENS 



PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUN 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



REC'D 2 1 FEB 2C01 




Aktenzetchen des Anmelders Oder Anwalts 
E 0398 WO 


siehe Mitteilung uber die Ubersendung des intemationalen 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen Prufungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/DE99/03527 


Internationales Anmeldedatum (T ag/Monat/Jahr) 
05/11/1999 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
19/11/1998 


Internationale Patentklassifikation (iPK) Oder Rationale Ktassifikation und IPK 
G02B21/00 


Anmelder 

LEICA MICROSYSTEMS HEIDELBERG GMBH et al. 



1 . Dieser Internationale vorlSuflge Prufungsberlcht wurde von der mit der intemationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstellt und wird denn Anmelder gemafi Artikel 36 ubermlttelt. 

2. Dieser BERICHT unnfaBt insgesamt 4 Blatter einschlieRlich dieses Deckblatts. 

S AuRerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich um Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berlchtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Vervi^altungsrichtllnlen zum PCT). 

Diese Aniagen umfassen insgesamt 5 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 
I ^ Grundlage des Berichts 
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□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 





gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 



Bestimmte Bemerkungen zur intemationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 
13/05/2000 


Datum der Fertigstellung dieses Berichts 
16.02.2001 


Name und Postanschrift der mit der intemationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

Europaisches Patentamt 

/flSj D-80298 Munchen 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 


Bevollmachtigter Bediensteter ^^^^Sa^^^!!ti>^ 

it ^ \ 

Artelsmair, G U S9' 1) 

Tel. Nr. +49 89 2399 8989 X^ls^o;*^ 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 




INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/DE99/03527 



i. Grundlage des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage {Ersatzblatten die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 hin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Bericlits ais "ursprungtich eingereicht" and sind ihm 
nicht beigefugU weil sie keine Anderungen enthalten.): 
Beschreibung, Seiten: 

1 ,2,4-1 7 ursprungliche Fassung 

3 eingegangen am 26/08/2000 mit Schreiben vom 24/08/2000 



Patentanspruche, Nr.: 

1-15 eingegangen am 26/08/2000 mit Schreiben vom 24/08/2000 



Zeichnungen, Blatter: 

1 ,2 ursprungliche Fassung 



2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, In der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich um 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 

internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, da3 das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 1) (Juli 1998) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/DE99/03527 



4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 fiinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 



6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begriindete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 

Nein: Anspruche 1 

Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 

Nein: Anspruche 1-15 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1-15 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



VIII. Bestimnite Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 
siehe Beiblatt 



Formblatt PCT/I PEA/409 (Felder t-Vtll, Blatt 2) (Juli 1998) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERrCHT - BEIBLATT 



# 



Internationales Aktenzeichen PCT/DE99/03527 



1 Zu Punkt V: 

1.1 Die Anmeldung zielt auf ein verfahren zur softwareunterstutzten, 
dialoggesteuerten Einstellung der Systemparameter eines konfokalen 
Laserscannnnikroskops. Ein derartiges Verfahren ist beispielsweise aus D6 
bekannt. Dabei werden Objekt-, und Systemparmeter, sowie "Problennstellungen" 
eingegeben, woraufhin das System Parametereinstellungen ernnittelt die 
autonnatisch oder durch den Benutzer eingestellt werden (siehe insbesondere 
Seite 5, vierter Absatz, Seite 6, dritter Absatz und Seite 14, Zeile 14 bis Seite 15, 
Zeile 8). 

Der Gegenstand des Anspruch 1 ist damit nicht neu. 

Der Gegenstand des Anspruch 1 ist auch gegenuber D1 , D3, D4 oder D5 nicht 
neu. 

1 .2 Die abhangigen Anspruche enthalten keine Merknnale, die in Kombination nnit den 
Merkmalen irgendeines Anspruchs, auf den sie sich beziehen, die Erfordernisse 
des PCT in bezug auf Neuheit bzw, erfinderische Tatigkeit erfullen, da sie lediglich 
die verschiedene Parameter definieren, die bei der Verwendung des Mikroskops 
eingestellt werden. 

2 Zu Punkt VIII: 

2.1 Die Neuformulierung der neuen Anspruche, durch Kombination mehrerer alter 
Anspruche, fuhrt teilweise zu Ungereimtheiten. So ist beispielsweise nicht klar, 
was die in Anspruch 2 genannten "nachfolgenden Parameter" sein sollen. Anders 
formuliert: Was in Anspruch 2 ist Subjekt und was ist Objekt? In Anspruch 5 
scheinen die Artikel verloren gegangen zu sein. 

2.2 Auf der neuen Seite 3 fehlen die ersten vier Zeilen der alten Beschreibungsseite 
3. 



Fomnblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 1) (EPA-April 1997) 




Systemparameter eines vorzugsweise konfokalen Laserscanmikroskops 
anzugeben, wobei die Einstellung der Systemparameter Qber einen 
Steuercomputer erfolgt. Mit diesem Verfahren soli eine sichere und dabei 
reproduzierbare Einstellung des Laserscanmikroskops mogllch sein, und zwar 
5 unter Berucksichtigung vorgebbarer System-/Objektparameter. 

Das erfindungsgemalie Verfahren lost die voranstehende Aufgabe durch die 
Merkmale des Patentanspruches 1. D a nach i st das Vorfahr e n zur Einstol l ung dor 
Syst e mparam e t e r ei n e s vorzugowo i so konfokal e n Las e rscanmikroskops 
g e k e nnz e ichn e t duroh e i n e Bonutzerfuhrung im D i a l og, woboi d e m Bonutzor auf 
10 E i ngab e m i nd e st e ns einos Objektparam e t e rs und/oder mindestenc o i n e s ggf . 
auswah l bar e n System paramoto re E i nst e l l ung e n d e r Qbrig e n Syst e mparamotor 
vorgeschlagon w e rden und/odor dio ubrigon Systemparam e ter automatisch 
e ing e st e llt werdon. 

ErfindungsgemaiS ist erkannt worden, dass eine Reduzierung der zur optimalen 

15 Einstellung erforderiichen Zeit nur dann - sinnvoll und dabei reproduzierbar - 
mbglich ist, wenn eine Benutzerfulirung im Dialog auf der Grundlage der 
physikalischen Zusammenhange bzw. der Formein aus dem Anhang erfolgt. Mit 
anderen Worten verfugt der Steuercomputer Qber eine entsprechende Software, 
die im Dialog eine Benutzerfuhrung generiert. Auf Eingabe mindestens eines 

20 Objektparameters und/oder gegebenenfalls eines auswahlbaren 

System parameters werden dem Benutzer Einstellungen der ubrigen 
Systemparameter vorgeschlagen. Nach Auswahl Oder - ebenfalls wahlweise - 
automatisch werden die ubrigen Systemparameter unter Zugrundelegung des 
softwaremaBigen Vorschlags eingestellt. Dabei ist wesentlich, dass Im Dialog 

25 grundsatzlich eine quasi optimale Einstellung der Systemparameter 

vorgeschlagen wird. Je nach Auswahl eines einzelnen Systemparameters oder 
mehrerer Systemparameter werden die anderen Systemparameter auf die 
getatigte Auswahl angepasst und erfolgt im Rahmen der Vorgabe bzw. der 
Vorgaben eine weiten^eichende Optimierung. Gleiches gilt hinsichtlich der 

30 Objektparameter. 



i 




Patentanspruche 



Verfahren zur Einstellung der Systemparameter eines konfokalen 
Laserscanmikroskops. wobei die Einstellung der Systemparameter uber 
einen Steuercomputer erfolgt, 

gekennzeichnet durchdie fogenden Schritte: 

Darstellen einer Benutzerfuhrung im Dialog mit den Benutzer, 

Eingeben mindestens eines Objektparameters, mindestens eines 
auswahlbaren Systemparameters durch den Benutzer, 
mindestens einer definierbaren, die Bildaufnahme betreffenden, 
Problemstellung , 

- Vorschlagen von, die Bildaufnahme betreffenden, Qbrigen 
System parametern, Optimierungspfaden und 
Aufnahmestrategien. 

- Auswahlen eines Vorschlags durch den Benutzer, und 

automatisches Einstellen der Systemparameter einer 
ausgewShlten Systemeinstellung oder Aufnahmestrategie. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass das Eingeben mindestens eines der nachfolgenden Parameter, die 
aufzunehmende Objektdimension, den aufzunehmenden Objektbereich, 
die Anzahl der optischen Schnitte, . die aufzunehmende Objekteigenschaft 
und die Nachweismethode bestimmt. 
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Verfahren nach Anspmch 2, dadurch gekennzeichnet, 
dass es sich bei der Nachweismethode alternativ urn die Anwendung eines 
Fluoreszenzverfahrens und eines Reflexionsverfahrens handelt. 

Verfahren nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet, 
dass der Schritt des Vorschlages die Verwendung eines geeigneten 
Objektivs mit mSglichst hoher numerischer Apertur zur Erzielung 
maximaler Auflosung betrifft, dass den Benutzer die mit dem ausgewShlten 
Objektiv maximal erzielbare Auflosung, und dass die unter Zugrundelegung 
betimmter und bereits eingestellter Systemparameter aktuelle Auflosung 
mitgeteilt wird, und dass dem Benutzer die Anzahl der Pixel pro Bildebene 
vorgeschlagen wird 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass zu bestimmende Objekteigenschaft zur Ermittlung der optimalen 
Bestrahlungsstarke dient, dass optimale Bestrahlungsstarke dem Benutzer 
vorgeschlagen wird. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass zur Einstellung eines Detektionspinhole-Durchmessers dem Benutzer 
ein optimierter Wert vorgeschlagen wird, bei dem die Auflosung der 
Bildaufnahme bei noch brauchbarem Signal-zu-Rausch-Verhaltnis der 
Bildaufnahme maximal ist. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass das Darstellen der Benutzerfuhrung bei Auswahl mindestens eines 
Systemparameters alle diejenigen Systemparameter fur den Benutzer 
dargestellt werden, die durch die Auswahl beeinflusst werden und 
ebenfalls dem Benutzer mitgeteilt wird, wie unter Zugrundelegung der 
Auswahl eines Systemparameters eine Bildaufnahme mit bestmoglicher 
Qualitat realisierbar ist. 
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8. Verfahren nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet, 
dass mindestens ein fur die Anwendung wichtiges Kriterium zu dessen 
Optimierung vorgebbar ist und dass aufgrund dieser Vorgabe die weiteren 
Systemparameter im Dialog vorgeschlagen und/oder automatisch 

5 eingestellt werden. 

9. Verfahren nach Anspruch 8 dadurch gekennzeichnet, 

dass es sich be! dem vorgegebenen Kriterium um das zu erzielende 
Signal-zu-Rausch-Verhaitnis handelt. 



10. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
10 dass mittels der Benutzerfilhrung Hilfestellungen Oder Losungen fiir 

vorgegebene Problemsituationen angeboten werden. 



1 1 . Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, 
dass es sich bei den Problemsituationen um die Probleme: 

„die Probe bleicht zu stark (bei Fluoreszenzobjekten)" und/oder 
15 - „die Bilddaten sind verrauscht" und/oder 

- „die Melizeit ist zu lange" und/oder 

- „die Auflosung ist zu gering" 
handelt. 



12, Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, 
20 dass die zumindest teilweise voneinander abhangigen Systemparameter 

mittels Algorithmus bestimmt werden. 



13. 



Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Systemparameter unter Berucksichtigung der Vorgaben aus 
einem in einer Datenbank abgelegten Expertensystem abgerufen werden. 



20 



Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Systemparameter unter Beriicksichtigung der Vorgaben unter 
Verwendung von Fuzzy-Logic ermittelt und nach Auswahl oder automatisch 
eingestellt werden. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass das Darstellen einer Benutzerfuhrung fur den Benutzer ein 
aktivierbares und fuhrendes Lemprogramm zur optimalen - vorzugsweise 
objekt- und/oder problemspezifischen - Systemeinstellung und/oder 
Aufnahmestrategie umfasst. 



VERTRAG UBER DIE ir^RNATIONALE ZUSAMMENARBEfT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTWE9HyS 



Absender: 



MIT DER INTERN!?riONALEN VORLAUFIGEN 
prOfung BEAUFTRAGTE behOrde 



An: 



LEICA MinRngvgTFK/i.c^ i^^i ni NGS GMBH 
Konzemstelle Palente fMpf Itf^ W/^A-l,^ 

Postfach20 2o I wetziar 

D-35530 Wetzlart r.„„ 

20. Feb. 2001 



ALLEMAGNE 



Konzemstelle Patente + Marten 



:|piS 

PCT 

MITTEILUNG UBER DIE UBERSENDUNG 
DES INTERNATIONALEN VORLAUFIGEN 
PRUFUNGSBERICHTS 

(Regel 71.1 PCT) 



Absendedatum 
(T ag/Monat/Jahr) 



16.02.2001 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 
E 0398 WO 


WICHTIGE MnTEILUNG 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/DE99/03527 


Internationales Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr) 
05/11/1999 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 
1 9/11/1998 


Anmeider 

LEICA MICROSYSTEMS HEIDELBERG GMBH et al. 



1. Dem Anmeider wird mitgeteilt, daB ihm die mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragte Behorde 
hiermit den zu der internationalen Anmeldung erstellten internationalen vorlaufigen Priifungsbericht, 
gegebenenfalis mit den dazugehorigen AnIagen, ubermittelt. 

2. Eine Kopie des Berichts wird - gegebenenfalis mit den dazugehorigen AnIagen - dem Internationalen Buro zur 
Weiterleitung an alle ausgewahlten Amter ubermittelt. 

3. Auf Wunsch eines ausgewahlten Amts wird das Internationale Biiro eine Ubersetzung des Berichts (jedoch 
nicht der AnIagen) ins Englische anfertigen und diesem Amt ubermitteln. 

4. ERINNERUNG 

Zum Eintritt in die nationale Phase hat der Anmeider vorjedem ausgewahlten Amt innerhalb von 30 Monaten 
ab dem Prioritatsdatum (oder in manchen Amtern noch spater) bestimmte Handlungen (Einreichung von 
Ubersetzungen und Entrichtung nationaler Gebuhren) vorzunehmen (Artikel 39 (1)) (siehe auch die durch das 
Internationale Buro im Formblatt PCT/IB/301 ubermittelte Information). 

1st einem ausgewahlten Amt eine Ubersetzung der internationalen Anmeldung zu ubermitteln, so muB diese 
Ubersetzung auch Ubersetzungen aller AnIagen zum internationalen vorlaufigen Prufungsbericht enthalten. Es 
ist Aufgabe des Anmelders, solche Ubersetzungen anzufertigen und den betroffenen ausgewahlten Amtern 
direkt zuzuleiten. 

Weitere Einzelheiten zu den maBgebenden Fristen und Erfordernissen der ausgewahlten Amter sind Band II 
des PCT-Leitfadens fur Anmeider zu entnehmen. 



Name und Postanschrift der mit der Internationalen Prufung 
beauftragten Behorde 

Europaisches Patentamt 

D-80298 Munchen 
Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 



Bevollmachtigter Bediensteter 
Maier, E 

Tel. +49 89 2399-2230 



Fomnblatt PCT/I PEA/41 6 (Juli 1992) 



VERTRAG UBBMIE INTERNATIONALE ZU^AUMENARBEIT AUF DEM 
^ GEBIET DES PATENTwSeNS 



PCT 

INTERNATIONALER VoilLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
E 0398 WO 


siehe Mltteilung uber die Obersendung des Internationalen 
WEITERES VORGEHEN voriaufigen Prufungsberichts (Formblatt PCT/lPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/DE99/03527 


Internationales Anme\diediaXum(Tag/Monat/Jahr) 
05/11/1999 


Priorltatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
19/11/1998 



Internationale Patentklassifikation (IPK) Oder nationale Klassifikation und IPK 
G02B21/00 



Anmelder 

LEICA MICROSYSTEMS HEIDELBERG GMBH et al. 

1. Dieser internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gema3 Artikel 36 ubermittelt. 



2. Dieser BERICHT umfa3t insgesannt 4 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

S AuBerdem liegen denn Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich um Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaitungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 5 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 
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□ 


Ml 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 





Grundlage des Berichts 
Prioritat 

Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 
Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 



13/05/2000 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 
16.02.2001 



Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 
EuropSisches Patentamt 

D-80298 Munchen 
Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 



Bevollmachtigter Bediensteter 
Artelsmair, G 

Tel. Nr. +49 89 2399 8989 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 




INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/DE99/03527 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artiket 14 bin vorgelegt warden, gelten im Rah men dieses Bene tits als "ursprunglicii eingereictit" and sind itim 
nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthatten.): 
Beschreibung, Seiten: 

1 ,2,4-1 7 ursprungliche Fassung 

3 eingegangen am 26/08/2000 mit Schreiben vom 24/08/2000 



Patentanspruche, Nr. : 

1-15 eingegangen am 26/08/2000 mit Schreiben vom 24/08/2000 



Zeichnungen, Blatter: 

1 ,2 ursprungliche Fassung 



2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich um 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computeriesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computeriesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte sehriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daB die in computeriesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder 1-VMl. Blatt 1) (Juli 1998) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
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4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprCinglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatten die solche Anderungen entha/ten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 



6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: 

Nein: 

Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: 

Nein: 

Gewerbliche Anwendbarkeit (OA) Ja: 

Nein: 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internatlonalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollenn Unnfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 
siehe Beiblatt 



Anspruche 
Anspruche 1 

Anspruche 
Anspruche 1-15 

Anspruche 1-15 
Anspruche 
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1 Zu Punkt V: 

1.1 Die Anmeldung zielt auf ein verfahren zur softwareunterstutzten, 
dialoggesteuerten Einstellung der Systemparameter eines konfokalen 
Laserscannnnikroskops. Ein derartiges Verfahren ist beispielsweise aus D6 
bekannt. Dabei werden Objekt-, und Systemparrheter, sowie "Problemstellungen" 
eingegeben, woraufhin das System Parannetereinstellungen ermitteit die 
automatisch oder durch den Benutzer eingestellt werden (sielne jnsbesondere 
Seite 5, vierter Absatz, Seite 6, dritter Absatz und Seite 14, Zeile 14 bis Seite 15, 
Zeile 8). 

Der Gegenstand des Anspruch 1 ist damit nicht neu. 

Der Gegenstand des Anspruch 1 ist auch gegenuber D1, D3, D4 oder D5 nicht 
neu. 

1.2 Die abhangigen Ansprtiche enthalten keine Merkmale, die in Konnbination nnit den 
Merkmalen irgendeines Anspruchs, auf den sie sich beziehen, die Erfordernisse 
des PCT in bezug auf Neuheit bzw. erfinderische Tatigkeit erfullen, da sie lediglich 
die verschiedene Parameter definieren, die bei der Verwendung des Mikroskops 
eingestellt werden. 



2 Zu Punkt VIII: 

2.1 Die Neuformulierung der neuen Anspruche, durch Kombination mehrerer alter 
Anspruche, fuhrt teilweise zu Ungereimtheiten. So ist beispielsweise nicht klar, 
was die in Anspruch 2 genannten "nachfolgenden Parameter" sein sollen. Anders 
formuliert: Was in Anspruch 2 ist Subjekt und was ist Objekt? In Anspruch 5 
scheinen die Artikel verloren gegangen zu sein. 

2.2 Auf der neuen Seite 3 fehlen die ersten vier Zeilen der alten Beschreibungsseite 
3. 
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Systemparameter eines vorzugsweise konfokalen Laserscanmikroskops 
anzugeben, wobei die Einstellung der Systemparameter uber einen 
Steuereomputer erfolgt. Mit diesem Verfahren soil eine sichere und dabei 
reproduzierbare Einstellung des Laserscanmikroskops moglich sein, und zwar 
5 unter Berucksichtigung vorgebbarer System-ZObjektparameter. 

Das erfihdungsgemaBe Verfahren lost die voranstehende Aufgabe durch die 
Merkmale des Patentanspruches 1 . Danach lot dao Vorfahr o n zur E i nstellung dor 
Systemparam e t e r e ines vorzugsweis e konfokalon Lacorscanmikroskopo 
gokonnz o ichn e t durch e in e Benutz e rfuhrung im Dialog, wob o i d o m Benutzor auf 
10 B ngabe mind e st e ns e ines Objoktparam o t e rs und/od e r mindoct e ns e inos ggf. 
auswah l baron Systemparameter s Einst e llung o n der ubrigon Systomparamot o r 
vorg e schlagon w e rden und/oder di e ubrigon Syctomparametor outomatiGch 
e ing e sto ll t w o rdon. 

ErfindungsgemaS ist erkannt worden, dass eine Reduzierung der zur optimalen 

15 Einstellung erforderlichen Zeit nur dann - sinnvoll und dabei reproduzierbar - 
moglich ist, wenn eine Benutzerfuhrung im Dialog auf der Grundlage der 
physikalischen Zusammenhange bzw. der Formein aus dem Anhang erfolgt. Mit 
anderen Worten verfugt der Steuereomputer Qber eine entsprechende Software, 
die im Dialog eine Benutzerfuhaing generiert. Auf Eingabe mindestens eines 

20 Objektparameters und/oder gegebenenfalis eines auswahlbaren 
Systemparameters werden dem Benutzer Einstellungen der ubrigen 
Systemparameter vorgeschlagen. Nach Auswahl Oder - ebenfalls wahlweise - 
automatisch werden die ubrigen Systemparameter unter Zugrundelegung des 
softwaremaSigen Vorschlags eingestellt. Dabei ist wesentlich, dass im Dialog 

25 grundsatzlich eine quasi optimaie Einstellung der Systemparameter 

vorgeschlagen wird. Je nach Auswahl eines einzelnen Systemparameters oder 
mehrerer Systemparameter werden die anderen Systemparameter auf die 
getatigte Auswahl angepasst und erfolgt im Rahmen der Vorgabe bzw. der 
Vorgaben eine weiterreichende Optimierung. Gleiches gilt hinsichtlich der 

30 Objektparameter. 
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Patentanspriiche 



Verfahren zur Einstellung der Systemparameter eines konfokalen 
Laserscanmikroskops, wobei die Einstellung der Systemparameter Qber 
einen Steuercomputer erfolgt, 

gekennzeichnet dure h die fogenden Schritte: 

- Darstellen einer Benutzerfuhrung im Dialog mit den Benutzer, 

Eingeben mindestens eines Objektparameters, mindestens eines 
auswahlbaren Systemparameters durcii den Benutzer, 
mindestens einer definierbaren, die Bildaufnahme betreffenden, 



- Vorschlagen von, die Bildaufnahme betreffenden, ubrigen 
Systemparametern, Optimierungspfaden und 
Aufnahmestrategien, 

- Auswahlen eines Vorschlags durch den Benutzer, und 

automatisches Einstellen der Systemparameter einer 
ausgewahlten Systemeinstellung oder Aufnahmestrategie. 

Verfahren nach Anspruch 1, dad urch gekennzeichnet, 
dass das Eingeben mindestens eines der nachfolgenden Parameter, die 
aufzunehmende Objektdimension, den aufzunehmenden Objektbereich, 
die Anzahl der optischen Schnitte, . die aufeunehmende Objekteigenschaft 
und die Nachweismethode bestimmt. 



10 



Problemstellung 





# 
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4. 

5 
10 

5. 

15 

6. 

20 

7. 

25 




Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, 

dass es sich bei der Nachweismethode alternativ um die Anwendung eines 
Fluoreszenzverfahrens und eines Reflexionsverfahrens handelt. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass der Schritt des Vorschlages die VenA/endung eines geeigneten 
Objektivs mit moglichst hoher numerischer Aperturzur Erzielung 
maximaler Auflosung betrifft, dass den Benutzer die mit dem ausgewahlten 
Objektiv maximal erzielbare Auflosung, und dass die unter Zugrundelegung 
betimmter und bereits eingestellter Systemparameter aktuelle Auflosung 
mitgeteilt wird, und dass dem Benutzer die Anzahl der Pixel pro Bildebene 
vorgeschlagen wird 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 

dass 2u bestimmende Objekteigenschaft zur Ermittlung der optimalen 
Bestrahlungsstarke dient, dass optimale Bestrahlungsstarke dem Benutzer 
vorgeschlagen wird. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet, 

dass zur Einstellung eines Detektionspinhole-Durchmessers dem Benutzer 
ein optimierter Wert vorgeschlagen wird, bei dem die Auflosung der 
Bildaufnahme bei noch brauchbarem Signal-zu-Rausch-Verhaltnis der 
Bildaufnahme maximal ist. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet, 

dass das Darstellen der Benutzerfuhrung bei Auswahl mindestens eines 
Systemparameters alle diejenigen Systemparameter fur den Benutzer 
dargestellt werden, die durch die Auswahl beeinflusst werden und 
ebenfalls dem Benutzer mitgeteilt wird, wie unter Zugrundelegung der 
Auswahl eines Systemparameters eine Bildaufnahme mit bestmoglicher 
Qualitat realisierbar ist. 
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5 

9. 
10. 

10 



11. 



15 



12. 

20 



Verfahren nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet, 

dass mindestens ein fur die Anwendung wichtiges Kriterium zu dessen 
Optimierung vorgebbar ist und dass aufgrund dieser Vorgabe die weiteren 
Systemparameter im Dialog vorgeschlagen und/oder automatisch 
eingestellt werden. 

Verfahren nach Anspruch 8 dadurch gekennzeichnet, 

dass es sich bei dem vorgegebenen Kriterium um das zu erzielende 
Signal-zu-Rausch-Verhaltnis handelt. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 

dass mittels der Benutzerfuhrung Hilfestellungen oder Losungen fur 
vorgegebene Problemsituationen angeboten werden. 

Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, 
dass es sich bei den Problemsituationen um die Probleme: 

„die Probe bleicht zu stark (bei Fluoreszenzobjekten)" und/oder 

- „die Bilddaten sind verrauscht" und/oder 

- „die Melizeit ist zu lange" und/oder 
~ „die Auflosung ist zu gering" 



Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass die zumindest teilweise voneinander abhangigen Systemparameter 
mittels Algorithmus bestimmt werden. 



13. 



Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Systemparameter unter Berucksichtigung der Vorgaben aus 
einem in einer Datenbank abgelegten Expertensystem abgerufen werden. 
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Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Systemparameter unter Berucksichtigung der Vorgaben unter 
Verwendung von Fuzzy-Logic ermittelt und nach Auswahl oder automatisch 
eingestefit werden. 

Verfahren nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet, 
dass das Darstellen einer Benutzerfuhrung fur den Benutzer ein 
aktivierbares und fuhrendes Lernprogramm zur optimalen - vorzugsweise 
objekt- und/oder problemspezifischen - Systemeinstellung und/oder 
Aufnahmestrategie umfasst. 
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(57) Abstract 

The present invention relates to a method for adjusting the system parameters of a confocal laser-scanning microscope, wherein the 
adjustment of the system parameters is carried out using a control computer. The purpose of this invention is to provide a simplified and 
safer handling of the microscope. To this end, this method is characterised in that the user is guided by a dialog in which, when inputting 
at least one object parameter and/or at least one system parameter, said user is proposed adjustments for the other system parameters and/or 
the other system parameters are automatically adjusted. 
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Verfahren zur Einsteliung der Systemparameter 
eines Laserscanmikroskops 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Einsteliung der Systemparameter eines 
vorzugsweise konfokalen Laserscanmikroskops, wobei die Einsteliung der 
5 Systemparameter uber einen Steuercomputer erfoigt. 

Die Erfindung bezieht sich auf den Bereich der Laserscanmikroskopie, 
insbesondere auf den Bereich der konfokalen Laserscanmikroskopie. 
Laserscanmikroskope sind seit Jahren aus der Praxis bekannt. Lediglich 
beispielhaft wird hierzu auf die DE 196 54 211 A1 venwiesen. Konfokale 

10 Laserscanmikroskope erfordern vom Anwender hinreichende Kenntnis uber die 
Bedienung eines solchen Laserscanmikroskops, namlich zur Einsteliung der 
voneinander abhangigen und oftmais auch einander entgegenwirkenden bzw. 
einander ausschlielienden Systemparameter. Dazu gehoren der 
Pinholedurchmesser, die Hochspannung des Photomultipiier (PMT), die 

15 Laserleistung, etc. Zur optimalen Einsteliung der Systemparameter, insbesondere 
unter Berucksichtigung objektspezifischer Eigenschaften, muss der Benutzer auf 
seine Erfahrungen mit dem Umgang solcher Laserscanmikroskope 
zuruckgreifen, Jedenfalls ist es fur einen Benutzer bislang kaum moglich 
gewesen, optimale Aufnahmeergebnisse ohne umfassende einschlagige 

20 Erfahrung erzielen zu konnen. 

Insbesondere im Hinblick auf die quantitative konfokale Laserscanmikroskopie ist 
eine Beurteilung der aufgenommenen Bilddaten bzgl. der Datenqualitat ein 
wichtiges Kriterium. Qualitatsmerkmal der Datenaufnahme kann beispielsweise 
das Signal-Rausch-Verhattnis oder die erzielte Auflosung sein. Daher ist eine 
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optimale Daten-Aufnahmestrategie Voraussefzung fur die erfolgreiche 
quantitative konfokale Laserscanmikroskopie in der breiten Anwendung. 

Aufgrund der voranstehend genannten Komplexitat bei der Einstellung konfokaler 
Laserscanmikroskope werden die Betriebs- bzw. Systemparameter bei 
5 Laserscanmikroskopen von zahlreichen Benutzern nicht optimal eingestellt. Vor 
allem die Unkenntnis der teilweise sehr komplizierten Zusammenhange 
verschiedener optischer und elektronischer Randparameter eines konfokalen 
Laserscanmikroskops sind die Ursache fur eine bislang unzureichende 
Bedienung. Erfolgt die Einstellung eines solchen Laserscanmikroskops aber nicht 

10 optimal, so lasst sich eine Bildaufnahme nur mit reduzierter Bildqualitat oder einer 
vie! zu langen Einstellungsprozedur vor der eigentlichen Bildaufnahme 
vornehmen. Eine zu lange Einstellungsphase vor der eigentlichen Bildaufnahme 
reduziert jedoch die Effizienz eines solchen Mikroskops und fuhrt meist zu einem 
ubermaliigen Verschleili der Laserlichtquelle und/oder der mit dem Laserlicht 

15 beaufschlagten Lichtleitfasern sowie moglichenA/eise zu einer Beeintrachtigung 
der Probe. 

Die bislang aus der Praxis bekannten Laserscanmikroskope sind insbesondere 
auch beim Einlernen neuer Benutzer problematisch, da stets Anweisungen und 
Hiifestellungen erfahrener Benutzer erforderlich sind. Jedenfalls ist es bislang 
20 schwierig, die optimale Nutzung eines Laserscanmikroskops autodidaktisch zu 
erlernen. Vietmehr ist bei bisherigen Laserscanmikroskopen eine auBerst lange 
Einlernphase mit der Hilfestellung erfahrener Benutzer zwingend erforderlich. 

Ein weiteres Problem aus der bisherigen Praxis ist darin zu sehen, dass 
zahlreiche Fluoreszenzobjekte mit sehr langen Einstellungsphasen ausbleichen. 
25 Da jedoch lange Einstellungsphasen meist nicht auszuschlieBen sind, ist die 
Anwendung der aus der Praxis bislang bekannten Laserscanmikroskope 
insbesondere bei biologischen Proben eingeschrankt und insoweit 
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problembehaftet. Grundsatzlich gilt es daher, die Zeitdauer zur optimalen 
Einstellung ganz erheblich zu reduzieren. 

Angesichts der voranstehend genannten Probleme liegt der vorliegenden 
Erfindung die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren zur Einstellung der 
5 Systemparameter eines vorzugsweise konfokalen Laserscanmikroskops 
anzugeben, wobei die Einstellung der Systemparameter Liber einen 
Steuercomputer erfolgt. Mit diesem Verfahren soil eine sichere und dabei 
reproduzierbare Einstellung des Laserscanmikroskops moglich sein, und zwar 
unter Berucksichtigung vorgebbarer System-/Objektparameter. 

10 Das erfindungsgemalie Verfahren lost die voranstehende Aufgabe durch die 

Merkmale des Patentanspruches 1. Danach ist das Verfahren zur Einstellung der 
Systemparameter eines vorzugsweise konfokalen Laserscanmikroskops 
gekennzeichnet durch eine Benutzerfuhrung im Dialog, wobei dem Benutzer auf 
Eingabe mindestens eines Objektparameters und/oder mindestens eines ggf. 

15 auswahlbaren Systemparameters Einstellungen der ubrigen Systemparameter 
vorgeschlagen werden und/oder die ubrigen Systemparameter automatisch 
eingestellt werden. 

ErfindungsgemaB ist erkannt worden, dass eine Reduzierung der zur optimalen 
Einstellung erforderlichen Zeit nur dann - sinnvoll und dabei reproduzierbar- 

20 moglich ist, wenn eine Benutzerfuhrung im Dialog auf der Grundlage der 

physikalischen Zusammenhange bzw. der Formein aus dem Anhang erfolgt. Mit 
anderen Worten verfugt der Steuercomputer uber eine entsprechende Software, 
die im Dialog eine Benutzerfuhrung generiert. Auf Eingabe mindestens eines 
Objektparameters und/oder gegebenenfalls eines auswahlbaren 

25 Systemparameters werden dem Benutzer Einstellungen der ubrigen 

Systemparameter vorgeschlagen. Nach Auswahl oder - ebenfalls wahlweise - 
automatisch werden die ubrigen Systemparameter unter Zugrundelegung des 
softwaremaliigen Vorschlags eingestellt. Dabei ist wesentlich. dass im Dialog 
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grundsatzlich eine quasi optimale Einstellung der Systemparameter 
vorgeschlagen wird. Je nach Auswahl eines einzelnen Systemparameters oder 
mehrerer Systemparameter werden die anderen Systemparameter auf die 
getatigte Auswahl angepasst und erfolgt im Rahmen der Vorgabe bzw. der 
5 Vorgaben eine weiterreichende Optimierung. Gleiches gilt hinsichtlich der 
Objektparameter. 

in vorteillnafter Weise umfasst das erfindungsgemafie Verfahren die Moglichkeit, 
I wonach auf Eingabe mindestens eines Objektparameters und/oder eines 
j gegebenenfalls auswahlbaren Systemparameters und/oder mindestens einer 
10 definierbaren Problemstellung betreffend die Bildaufnahme und/oder betreffend 
das aufzunelimende Objekt Optimierungspfade zur Systemeinstellung und/oder 
Aufnahmestrategien vorgeschlagen werden. Insoweit umfasst die 
Benutzerfuhrung ein quasi inteliigentes System bzw. eine entsprechende 
1 Datenbank, die nach Vorgabe einzelner Objekt-/Systemparameter oder nach 

15 Vorgabe einer spezifischen Problemstellung Optimierungspfade zur 
; Systemeinstellung bzw. Aufnahmestrategien vorschlagt. Der Benutzer kann dann 

I unter Zugrundelegung seiner Vorgaben eine fur seinen Bedarf optimale 

i 

Aufnahmestrategie auswahlen. 

■ Die vorgebbaren Systemparameter einer ausgewahlten Systemeinstellung oder 
I 20 Aufnahmestrategie konhen - wahlweise - automatisch uber die Benutzerfuhrung 
^ eingestellt werden, und zwar vorzugsweise nach einer vom Benutzer 

einzugebenden Bestatigung. Eine Sicherheitsabfrage kann dabei vorgesehen 

sein. 

t 
j 

\ Im Dialog lassen sich zahlreiche Objekt-/Systemparameter (vor-)auswahlen. 

25 Dazu gehoren beispielsweise die aufzunehmende Objektdimension, der 

aufzunehmende Objektbereich, die Anzahl der optischen Schnitte in bzw. durch 
ein Objekt, die aufzunehmende Objekteigenschaft, die Nachweismethode, etc. 
Bei den in Frage kommenden Nachweismethoden kann es sich um die 
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Anwendung des Fluoreszenzverfahrens und des Reflexionsverfahrens handeln. 
An dieser Stelle sei angemerkt, dass die Vorgabe der voranstehend genannten 
Parameter mittels freier Eingabe oder per Auswahl aus einem vorgegebenen und 
gegebenenfalls vom Benutzer enA/eiterbaren Menu erfolgen kann, 

5 Des weiteren ist es moglich, dass im Dialog die die Vorrichtung betreffenden 
Parameter auswahlbar bzw. vorgebbar sind. So konnte die Verwendung eines 
geeigneten Objektivs mit moglichst hoher numerischer Apertur zur Erzielung 
maximaler Auflosung vorgeschlagen werden, und zwar unter Zugrundelegung 
bereits ausgewahlter System-/Objektparameter. AuBerdem konnte im Dialog die 

10 mit dem ausgewahlten Objektiv maximal erzielbare Auflosung mitgeteilt werden. 
Unter Zugrundelegung bereits ausgewahlter bzw. ermittelter und gegebenenfalls 
bereits eingestellter Systemparameter konnte die aktuell erreiclibare Auflosung 
mitgeteilt werden, um namlich uberprufen zu konnen, ob diese Auflosung unter 
Zugrundelegung der vorgegebenen Systemparameter auch tatsachlich ausreicht. 

15 Insoweit konnte die Benutzerfuhrung alternative Voreinstellungen vorschlagen, 
namlich zum Erreichen einer hoheren Auflosung. 

Ebenso ist es denkbar, dass im Dialog die Anzahl der Pixel pro Bildebene 
vorgeschlagen wird. 

Die im Dialog einzugebende Oder auszuwahlende Objekteigenschaft dient zur 
20 Ermittlung der optimalen Bestrahlungsstarke, die ebenfalls im Dialog zur 
Einsteliung vorgeschlagen wird. Die optimale Bestrahlungsstarke bzw. 
Laserleistung - ebenfalls unter Zugrundelegung vorgebbarer 
System-ZObjektdaten - wird ebenfalls im Dialog vorgeschlagen. Des weiteren ist 
es denkbar, dass die optimale Bestrahlungsstarke bzw. Laserleistung 
25 automatisch - gegebenenfalls nach Freigabe durch den Benutzer - eingestellt 
wird. 
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! 
I 

t 

^ Zur Einstellung des Detektionspinhole-Durchmessers wird im Dialog ein optimaler 

: Wert vorgeschlagen, bei dem die Auflosung der Bildaufnahme bei noch 

I brauchbarem Signal-zu-Rausch-Verhaltnis der Bildaufnahme maximal ist. 

j Ebenso ist es denkbar, dass zur Einstellung des Detektionspinhole- 

i 5 Durchmessers ein optimaler Wert im Dialog vorgeschlagen wird. bei dem das 

I 

: Signal-2U-Rausch-Verhaltnis der Bildaufnahme bei noch brauchbarer Auflosung 

der Bildaufnahme maximal ist. 

I 

] Wie bereits zuvor erwahnt, bietet die in erfindungsgemafier Weise vorgesehene 

Benutzerfuhrung ganz erhebliche Vorteiie und Erieichterungen. So in welter 
! 10 vorteilhafter Weise auch dahingehend, dass bei Vorgabe oder Veranderung 
I mindestens eines Systemparameters im Dialog all diejenlgen Systemparameter 
I mitgeteilt werden, die durch die Vorgabe oder Veranderung beeinflusst werden. 

Mittels der Benutzerfuhrung kann im Dialog mitgeteilt werden, wie unter 
! Zugrundelegung der Vorgabe oder Veranderung von Parametern eine 
] 15 Bildaufnahme mit bestmoglicher Bildqualitat realisierbar ist. Insoweit lassen sich 
j vom Benutzer verschiedene Optimierungspfade auswahlen, und zwar unter 
; Zugrundelegung vorgegebener Objekt-ZSystemparameter und unter 
Zugrundelegung geanderter Objekt-ZSystemparameter 

i 

j 

[ In ganz besonders vorteilhafter Weise, insbesondere im Hinbliek auf besondere 
1 20 Aufnahmetechniken bzw. im Hinbliek auf bestimmte Applikationen, ist es von 
ganz besonderem Vorteil, wenn mindestens ein fur die Aufnahme bzw. 

I 

' Applikation wichtiges Kriterium zu dessen Optimierung vorgebbar ist. Aufgrund 
I dieser Vorgabe werden dann im Rahmen der Benutzerfuhrung die weiteren 
j Systemparameter im Dialog vorgeschlagen undZoder - moglicherweise nach 
|25 Abfrage und benutzerseitiger Bestatigung - automatisch eingestellt. Bei dem 
! vorgegebenen Kriterium konnte es sich beispielsweise um das zu erzielende 
I Signal-zu-Rausch-Verhaltnis handeln. Die Vorgabe anderer Kriterien ist ebenso 
I moglich, wobei eine Anpassung der ubrigen Systemparameter - darauf hin - 
stattfindet. 



I 
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Mittels Benutzerfuhrung konntenim Dialog Hilfestellungen oder Losungen fur 
vorgegebene Problemsituationen angeboten werden. Bei den Problemsituationen 
konnte es sich um unterschiedliche Problemfalle handein, so beispielsweise urn 
den Problemfall, wonach die Probe (bei Fluoreszenzobjekten) zu stark bleicht. 
5 wonach die Bilddaten zu „verrauscht" sind. wonach die Messzeit zu lange ist oder 
wonach die Auflosung der Bildaufnahme zu gering ist. Entsprechend dieser 
Problemsituation werden im Dialog Hilfestellungen bzw. Losungen angeboten, die 
vom Benutzer unter Zugrundelegung voreingestellter Systemparameter 
auswahlbar sind. Unter Zugrundelegung der im Dialog gelieferten Hilfestellungen 
10 ist die Optimierung - im Dialog - moglich. 

Ebenso ist es denkbar, dass zumindest teilweise voneinander abhangige oder 
einander entgegenwirkende Systemparameter mittels Algorithmus bzw. anhand 
entsprechender Gleichungen bestimmt werden. Dabei kann es sich um 
Gleichungen gemaG Anhang handein. 

15 Des weiteren ist es denkbar, dass die Systemparameter unter Berucksichtigung 
sich gegenseitig ausschlieBender Eigenschaften bzw. Einstellungen im Dialog 
vorschlagen und nach Auswahl sowie gegebenenfalls nach Bestatigung 
automatisch eingestellt werden. Diese sich gegenseitig beeinflussenden oder gar 
ausschlieBenden Eigenschaften sind in Figur 1 im Sinne eines 

20 „Qualitatsdreiecks" dargestellt. Bei den sich gegenseitig ausschliefienden bzw. 
einander entjgegenwirkenden Faktoren handelt es sich um die maximale 
Auflosung, maximale Helligkeit und maximale Aufnahmegeschwindigkeit. 

In besonders vorteilhafter Weise werden die Systemparameter unter 
Berucksichtigung der Vorgaben aus einem in der Datenbank abgelegten 
25 Expertensystem abgerufen. wobei dieses Expertensystem einerseits 

Erfahrungswerte und andererseits Aigorithmen unter Berucksichtigung des 
Qualitatsdreiecks umfassen kann. Des weiteren ist es denkbar, dass die 
Systemparameter unter Berucksichtigung der Vorgaben unter Verwendung von 
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Fuzzy-Logic ermittelt und nach Auswahl oder automatisch - gegebenenfalls nach 
Bestatigung durchden Benutzer - eingestellt werden, wobei Malinahmen nach 
Fuzzy-Logic deni Expertensystem einverleibt sein konnen. 

Die Benutzerfuhrung konnte des weiteren derart ausgelegt sein, dass bei 
5 Vorgabe und/oder Anderung mindestens eines Systemparameters im Dialog 
mitgeteilt wird, dass und bejahendenfalls inwiefern die Bildaufnahme im Hinblick 
auf eine Eigenschaft der Bildaufnahme, so beispielsweise im Hinblick auf die 
Auflosung, das Sampling, etc. beeinfluSt wird. Insoweit handelt es sich urn ein 
„weitsichtiges" System zur Benutzerfuhrung, wonach namlich Auswirkungen in 
10 Bezug auf die Qualitat mitgeteilt werden. Des weiteren ist es von Vorteil, wenn 
dem Benutzer vor, wahrend und nach der Bildaufnahme eine Information 
hinsichtlich der Qualitat der zu erzielenden Bildaufnahme vermittelt wird, um 
namlich uberprufen zu konnen, ob die Bildqualitat unter Zugrundelegung 
einerseits der ausgewahlten und andererseits der vom System vorgegebenen 
' 15 Systemparameter ausreicht. 

I 

I Die vom Benutzer eingestellten bzw. veranderten Aufnahme- bzw. 

I Systemparameter konnten vom Aufnahmeprogramm anaiysiert werden. Falls ein 

j Oder mehrere Systemparameter vom Benutzer Jalsch" eingestellt wurden, kann 

I das Programm automatisch und in Eigeninitiative den Benutzer in einen Dialog 

I 

:20 fuhren, mit dem Ziel, eine optimale Systemeinstellung wiederherzustellen. Hierzu 
mulite ein „Qualitats-Damon-Modul" des Programms wahrend der Benutzung 
laufend die aktuellen Systemparameter analysieren und bei nicht-optimaler 

I Einstellung das Dialog-Modul automatisch aufrufen. 

t 

I 

I SchlieBlich konnte die Benutzerfuhrung in ganz besonders vorteilhafter Weise, 
25 insbesondere zur Einfuhrung neuer Benutzer, ein Lernprogramm im Dialog 
I fuhren, wonach der Benutzer zu optimalen Aufnahmestrategien angeleitet wird, 
I und zwar unter Zugrundelegung objekt- oder problemspezifischer 

Systemeinstellungen. Das im Dialog gefuhrte Lernprogramm konnte auch als 
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Trainingsprogramm fur bereits erfahrene Benutzer ausgelegt sein, urn namlich 
die Arbeitsqualitat der mit dem Fluoreszenzmikroskop arbeitenden Benutzer 
steigern zu konnen. 

Gemali Fig. 1 schlielSen sich drei Merkmale bei der konfokalen 
5 Laserscanmikroskopie gegenseitig aus, namlich die maximale 

Aufnahmegeschwindigkeit, die maximale Auflosung und die maximale Helligkeit. 
Will ein Benutzer beispielsweise eine hohe Ortsauflosung erreichen, so ist ein 
langes Scannen erforderlich. Das so erhaltene Signal ist meist stark reduziert: 
Ebenso verhalt es sich mit den anderen Groflen, die in Fig. 1 im Rahmen des 
10 dortigen „Qualitatsdreiecks" dargestellt sind. 

Bei der konfokalen Laserscanmikroskopie ist der Benutzer einer entsprechenden 
Vorrichtung grundsatzlich mit den folgenden Problemstellungen konfrontiert: 

die Probe bleicht bei Fluoreszenzobjekten zu stark, 
die Bilddaten sind „verrauscht", 
15 - die Mefizeit ist zu iang und 

die Auflosung der Bildaufnahme ist zu gering. 

Durch Anwendung des erfindungsgemalien Verfahrens wird dem Benutzer eine 
Benutzerfuhrung bzw. ein Computer-Dialog an die Hand gegeben, wonach je 
nach konkreter Anwendung eine optimale Systemeinstellung moglich ist und 
20 entsprechende Aufnahmestrategien vorgeschlagen werden und vom Benutzer 
auswahlbar sind. Jedenfalls kann bei der Optimierung das in Fig. 1 gezeigte 
„Qualitatsdreieck" einbezogen werden. 

Des weiteren werden dem Benutzer mit dem erfindungsgemafien Verfahren 
Hilfsmittel zur Hand gegeben, die es ihm ermoglichen. in Form einer 
25 computergestCitzten Benutzerfuhrung fur alle nur denkbaren Problemstellungen, 
insbesondere fur die vier vorgenannten haufigsten Problemstellungen, 
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LSsungsvorschlage zu erhalten, uhd zwar auch unter Zugrundelegung 
; auswahlbarer Voreinstellungen. Sofern der Benutzerfiihrung ein Expertensystem 
! einverleibt ist. kann der Benutzer auf Erfahrungswerte verschiedenster 
j mikroskopischer Anwendungen und Fragestellungen zuruckgreifen. Dabei ist es 
5 wiederum denkbar, ein lernfahiges System zu realisieren, d.h. eine sich mit jeder 

positiv beschiedenen Bildaufnahme - automatisch Oder nach ausdrucklicher 

Bestatigung seitens des Benutzers - erweiternde Datei. Verfahren wie ..Fuzzy- 
! Logic" kSnnen implementiert werden, woraus sich die Systemeinsteilungen welter 

optimieren lassen. 

I 

I 

1 0 Hinsichtlich des Verfahrensablaufs und einer dort stattfindenden Optimierung 
wird unter Bezugnahme auf die voranstehenden Ausfuhrungen auf Fig.. 2 

i venA/iesen. 

I 

t 

Zur Verdeutlichung der beanspruchten Lehre sei nachfolgend ein konkretes 

Ausfuhrungsbeispiel eriautert. Danach wird sich auf die bei bekannten Systemen 
15 zur Verfugung stehenden Einstellungsmoglichkeiten beschrankt. Die verwendete 
I Probe ist ein mit Fluorescein gefarbter Drosophila Embryo. Dessen 

Abmessungen betragen lateral ca. 200 /im und axial ca. 100 ^m. Die maximale 
I DIchte p der Farbstoffmolekule und die Eigenschaften des verwendeten 

Farbstoffs, wie die Bleichrate A, die Lebensdauer des angeregten Singuiett- bzw. 
20 Triplettzustandes rs bzw. rr. die Wahrscheinllchkeit Wj fur den Ubergang in den 
i Triplettzustand, der Wirkungsquerschnitt a sowie die Emissions- und 

Anregungswellenlange und Xex, sind hinreichend genau bekannt: 

'^Ex = 490 nm 

Ts = 4,5-10"^ s 

Wr = 0.03 

CT = 3,06-10"''®cm^ 



25 

I 



A 

p 



= 520 nm 

= 10"® s 

= 3-10'^ 

= 200 ^m 



-3 



i 
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Urn die optimale Anpassung des Systems an die zu untersuchende Probe und an 
die Benutzerforderungen zu gewahrleisten. werden folgende Verfahrensschritte 
realisiert: 



1 . Wahl des zu ven^/endenden Objektivs, Dieses folgt direkt aus den 
5 Abmessungen der zu untersuchenden Probe. Aus der minimalen 

lateralen Auflbsung folgt die einzustellende Pixelzahl pro 
Bildebene. 

2. Bestimmung der optimalen Bestrahlungsstarke im Fokus aus der 
Aufnahmezeit und den Eigenschaften der Fluoreszenzmolekule. 

'0 3. Berechnung der einzustellenden Laserleistung aus der 

Fokusflache und der optimalen Bestrahlungsstarke im Fokus. 

4. Bestimmung des Detektionspinhole-Radius als Kompromiss 
zwischen erwarteter Auflosung und erwartetem Signal-Rausch- 
Verhaltnis im Bild. Die Zahl der optisclien Schnitte folgt aus der 

1 5 axialen Auflosung. 

5. Anpassung der Photomultiplier-Spannung an das zu erwartende 
Signal-Rausch-Verhaltnis im Bitd. 



Fur das konkrete Beispiel ergeben sich folgende Informationen: 

1 . Der maximale Abbildungsmassstab des Objektivs sollte 50 (1 0 mm / 200 iiim) 
nicht uberschreiten und dessen Arbeitsabstand sollte in der Grofienordnung 
der Probendicke (0,1 mm) iiegen. Die numeriscine Apertur (NA) ist unter 
diesen Nebenbedingungen maximal zu wahlen. Man findet folgendes Objektiv: 
M = 40, WD = 80 (im, NA = 1 ,0. 
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Die laterals Auflosung des Mikroskops liegt mit dem gewahiten Objektiv und 
unter Berucksichtigung der angegebenen Emissionswellenlange der 
Fluoreszenzmolekule zwischen 210 nm und 320 nm. Der genaue Wert ist 
abhangig vom eingestellten Pinhole-Radius. Unter Beachtung des Nyquist- 
5 Theorems betragt die Zahl der pro Zeile aufzunehmenden Pixel a?,: 

2 

«, = 200 [mm] 

und liegt somit zwischen 1920 und 1260. Beim venwendeten System kann die 
Pixelzah! im Bild auf die Werte 256^ 512^ oder 1024^ eingestellt werden. Im 
I gegebenen Beispiel ist die maximale Pixelzah! von 1024^ zu wahlen. Da diese 

I 10 Zahl unterhalb der nach Nyquist berechneten Werte liegt, kann es sein, dass 
Artefakte im Bild auftreten. Ist dies der Fall, muss entweder das Scanfeld mit 
Hilfe des Zooms verkleinert werden, Oder ein Objektiv mit kleinerer 
numerisGher Apertur verwendet werden; 

2. Die Aufnahmezeit pro Pixel ergibt sioh aus der Aufnahmezeit pro Bildebene 
15 und der Zahl der Pixel pro Bildebene. Es ist zu beachten. dass durch das 
Rucksetzen des Scanspiegels nach jeder Bildzeile nur ca. die Haifte der 
Aufnahmezeit zur Detektion genutzt wird. Bei einer Aufnahmezeit pro 
Bildebene von ca. 2 Sekunden erhalt man fur die Aufnahmezeit pro Pixel ca. 1 
^s; die fur das Bleichen entscheidende Bestrahlungszeit pro Pixel betragt ca. 2 
20 us. 

Die Berechnung der optimalen Bestrahlungsstarke ergibt sich wie folgt: 
! £.=-l-«7.3.10^-^^1^2!22£E 



bzw. 



7,3 10- 
cr • ^"s cm ■ • s 



? «95-10-- 

tT-(rs +Wj-rj ) ' cm- -s 



I 
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Fur den Fall, dass Triplettzustande vernachlassigt werden konnen. ergibt sich 
im konkreten Beispiel eine urn Faktor 8 groliere optimale Bestrahlungsstarke 
Es. Die Vernachlassigung ist im Allgemeinen dann gerechtfertigt, wenn die 
Detektionszeit pro Pixel kleiner als die Lebensdauer des Triplettzustandes ist. 
5 Liegt die Detektionszeit in der GroBenordnung der Lebensdauer des 

Triplettzustandes, wie im vorliegenden Beispiel, sollte deren Existenz bei der 
Berechnung der optimalen Bestrahlungsstarke berucksichtigt werden. 

Es ist zu beachten. dass beide Werte auf der Erkenntnis beruhen, dass das 
beste Signal-Rausch-Vehaltnis im Bild erreicht wird. wenn die Emissionsrate 

10 gleich der Anregungsrate der Fluoreszenzmolekule ist. Grundsatzlich nahert 
sich das System diesem Gleichgewicht exponentieli an. Die Berechnung von 
Es ignoriert die Existenz der Triplettzustande und macht die Annahme eines 
Gleichgewichts zwischen angeregtem Singulett- und Grundzustand. Die 
Berechnung von Ejgeht von einem sofortigen Erreichen des Gleichgewichts 

15 zwischen alien drei Zustanden aus. Um wahrend der gesamten 

Bestrahlungszeit ein Gleichgewicht zwischen Anregungs- und Emissionsrate 
zu erhalten, musste die Bestrahlungsstarke in dieser Zeit exponentieli von Es 
nach Erstreben. Beide Werte stellen also in jedem Fall eine mehr oder 
weniger gute Naherung dar. 

20 3. Bei der benutzten Weilenlange von 488 nm haben die Photonen eine Energie 
von ca. 410-''^ J. Die Fokusflache Epokus = ^ rAiry^ betragt ca. 2,810-''^ m^ 
Damit erhait man einen StrahlungsflufJ ^von: 

Da nur ca. 10% des eingekoppelten Strahlungsflusses in den Fokus des 
25 Objektivs gelangen. ist die Laserleistung auf ca. 1 mW einzustellen. Fur den 
Fall, dass Triplettzustande vernachlassigt werden konnen - also bei kurzeren 
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10 



15 



i 



Aufnahmezeiten - ergibt sich fur Fluorescein eine einzustellende Laserleistung 
von ca. 8 mW. 

4. Die Zahl der benotigten optischen Schnitte erhalt man aus der Dicke der 
Probe, dem axialen Auflosungsvermogen und dem Nyquist-Theorem. Da eine 
Einstellung des Detektions-Pinholes uber 8 optische Einheiten zu einer 
schlechten Bildquafitat fuhrt, liegt die axiale Auflosung zwischen 0,6 und 
1 .8 jam. Die Zahl der optischen Schnitte liegt damit unter Ausnutzung des 
gesamten Arbeitsabstandes zwischen 270 und 90. Da nur mit einem einzigen 
Kanal detektiert wird, liegt die GrofJe des aufgenommenen Datensatzes damit 
zwischen 270 und 90 Megabyte. Evtl. kann die Zahl der optischen Schnitte an 
dieser Stelle auch praktisch durch den Arbeitsspeicher des Systems begrenzt 
sein. 

Im allgemeinen strebt der Anwender nach dem maximalen axialen 
Auflosungsvermogen. Das Signal-Rausch-Verhaltnis soli dabei eine bestimmte 
Schwelle nicht unterschreiten. 

Bei einem eingestellten Detektionspinhole-Radius von ca. 2 optischen 
Einheiten erreicht das Mikroskop nahezu das maximale axiale 
Auflosungsvermogen. Das laterale Auflosungsvermogen betragt ca. 260 nm. 

Aus der axialen Auflosung z^s, der Dicke der Probe und dem Nyquist- 
Theorem erhalt man die Zahl der aufzunehmenden Schnitte n^: 



Aus der axialen Auflosung und der lateralen Auflosung erhalt man unter der 
Annahme eines ellipsoid-formigen Fokus das detektierte Pixelvolumen Vpiy^i 



n. 



\ = 80 mm = 270. 
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Die maximale Dichte pder Ftuoreszenzmolekule betragt 200 Molekule pro 

Fokus- 



fxm^. Damit betragt die Zahl der Molekule im Fokus Ni 



5 Bel optimal eingestellter Bestrahlungsstarke ist die Emissionsrate gleich 
der Anregungsrate. Das heilit, im dynamischen Gleichgewicht befinden sich 
die eine Halfte der Molekule im Grundzustand und die andere im angeregten 
Zustand, Im vorliegenden Beispiel sind Triplettzustande nicht 
vernachlassigbar. Die Emissionsrate pro Molekul betragt damit: 

10 Em = ? 15ms-\ 

2.(rs+fF^.r-,) 

Bei einer Detektionszeit von 1 jjs werden damit pro Pixel ca. 510 Photonen 
emittiert. Da das System beim verwendeten Objektiv nur ca. 1% aller 
emittierten Photonen detektiert, erhalt man fur die detektierte Signalhohe einen 
Wert von ca. 5 Photonen pro Pixel. Dies entspricht einem Signal-Rausch- 
15 Verhaltnis (S/N) von ca.: 

S/N ^2,3. 

Liegt dieser Wert unterhalb der vom Anwender vorgegebenen Schwelie, muss 
auf Auflosung verzichtet werden. Damit steigt das detektierte Pixelvolumen 
und somit die Zahl der detektierten Photonen pro Pixel. Aulierdem nimmt die 
20 Zahl der aufzunehmenden Schichten ab, was zu einem geringeren 
Ausbleichen der Probe fiihrt. 



Verzichtet man nicht zugunsten eines besseren Signal-Rausch-Verhaltnisses 
auf Auflosung, bleibt die Zahl der optischen Schnitte bei 270. Das bedeutet. 
das die gesamte Probenflache 270 mal fur die Zeit von 2 ixs der oben 
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berechneten Bestrahlungsstarke ausgesetzt ist. Der Anteil der danach noch 
nicht gebleichten Molektile n/no betragt: 



n 

— = exp 



•A- 



270-2//S 



Da die Moglichkeit der Erhohung der Aufnahmezeit mit der Zunahme der 
Bildschnitte im benutzten System nicht vorgeselien und technisch schwer zu 
realisieren ist, bewirkt das Ausbleichen der Probe, dass die Heiligkeit der 
zuletzt aufgenommenen Schichten ca. 80% derzuerst aufgenommenen 
Sehichten betragt. Das Signal-Rausch-Verhaitnis wird auf ca. 2 reduziert. 



■ 5. Wird auch dieses Signai-Rausch-Veriialtnis vom Anwender akzeptiert, ist nur 
, 1 0 noch die Photomuitipiier-Spannung an die maximal zu erwartende Signaihohe 
von ca. 5 Photonen pro Pixel anzupassen. Fur die gegebene Aufnahmezeit 
pro Pixel ergibt sich eine Photomuitipiier-Spannung von ca. 720 V. 

Es ist zu bemerken, dass die venwendete Probe eine verhaltnisma/Sig hohe 
Dichte an Fluoreszenzmolekulen aufweist. In der Praxis kann es vorkommen. 
is dass Proben mit weniger als 10 Molekuien pro ^m^ betrachtet werden. Um 
, ausreichende Aufnahmequalitaten zu erzielen, muss in solchen Fallen uber 

mehrere Messungen gemittelt werden. 

I 

Die Lebensdauer des Triplettzustandes kann durch die Anwesenheit von z.B. 
Sauerstoff reduziert werden, oder liegt bei vielen Farbstoffen schon im 
2,0 isolierten Zustand unter der des Fluorescein-Triplettzustandes. Im 

1 

vorliegenden Beispiel bewirkt eine Verkurzung der Lebensdauer der 
; Triplettzustande eine Erhohung der optimalen Bestrahlungsstarke, hohere 

Emissionsraten und damit auch ein besseres Signal-Rausch-Verhaltnis im 
Bild. Allerdings wird die Probe wahrend der Aufnahme aufgrund der hoheren 
25 Strahlenbelastung starker ausgebleicht. 



I 
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Das Spektrum der Bleichraten-ist bei den unterschiedlichen Farbstoffen sehr 
weit gefachert - abhangig von der Umgebung der Molekule - und kann bei 
festen Praparaten durch Anti-Bleichmittel um ein Vielfaches reduziert werden. 
Die Bleichrate von Fluorescein stellt einen typischen mittleren Wert dar. 

5 Abschlieliend sei ganz besonders hervorgehoben, dass die voranstehend 
genannten Verfahrensschritte und Ausfuhrungsbeispiele bevorzugte 
Ausgestaltungen darstellen, die erfindungsgemade Lehre jedoch nicht auf 
diese Ausfuhrungen des beanspruchten Verfahrens einschranken. Samtliche 
Verfahrensschritte lassen sich unter Bezugnahme auf die gemali 
10 Patentanspruch 1 beanspruchte Lehre auch in isolierter Form anwenden, und 
zwar unabhangig von den ubrigen Patentanspruchen. 
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1 . Verfahren zur Einstellung der Systemparameter eines vorzugsweise 
konfokaten Laserscanmikroskops. wobei die Einstellung der 
Systemparameter uber einen Steuercomputer erfolgt, 
gekennzeichnet durch eine Benutzerfuhrung im Dialog, 
wobei dem Benutzer auf Eingabe mindestens eines Objektparameters 
und/oder mindestens eines ggf. auswahlbaren Systemparameters 
Einstellungen der ubrigen Systemparameter vorgeschlagen werden 
und/oder die ubrigen Systemparameter automatisch eingestellt werden. 



10 2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, 
dass auf Eingabe mindestens eines Objektparameters und/oder 
mindestens eines ggf. auswahlbaren Systemparameters und/oder 
mindestens einer definierbaren Problemstellung betreffend die 
Bildaufnahme und/oder betreffend das aufzunehmende Objekt 

1 5 Optimierungspfade zur Systemeinstellung und/oder Aufnahmestrategien 

vorgeschlagen werden. 



3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Systemparameter einer ausgewahlten Systemeinstellung oder 
Aufnahmestrategie automatisch eingestellt werden. 



20 4. 



Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, dass im Dialog die aufzunehmende 
Objektdimension eingegeben oder ausgewahit wird. 
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6. 

5 

7. 

10 8. 
9. 

15 



Verfahren nach einem der AVispruche 1 bis 4, d a d u r c h 
gekennzeichnet, dass im Dialog der aufzunehmende 
Objektbereich eingegeben oder ausgewahit wird, 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, d a d u r c h 
gekennzeichnet, dass im Dialog die Anzahl der optischen 
Schnitte eingegeben oder ausgewahit wird. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, d a d u r c h 
gekennzeichnet, dass im Dialog die aufzunehmende 
Objekteigenschaft eingegeben oder ausgewahit wird. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, d a d u r c h 
gekennzeichnet, dass im Dialog die Nachweismethode 
eingegeben oder ausgewahit wird. 

Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, 

dass es sich bei der Nachweismethode urn die Anwendung des 
Fluoreszenzverfahrens handelt. 

Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, 
dass es sich bei der Nachweismethode um die Anwendung des 
Reflexionsverfahrens handelt. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 10, dadurch 
gekennzeichnet, dass im Dialog die Verwendung eines 
geeigneten Objektivs mit moglichst hoher numerischer Apertur zur 
Erzielung maximaler Auflosung vorgeschlagen wird. 



wo 00/31576 PCT/DE99/03527 

20 

12. Verfahren nach Anspruch 11. dadurch gekennzeichnet, 
dass im Dialog die mit dem ausgewahlten Objektiv maximal erzielbare 
Auflosung mitgeteilt wird. 

I 
i 

; 13. Verfahren nach Anspruch 11 Oder 12, dadurch 
j 5 gekennzeichnet, dass im Dialog die unter Zugrundelegung 

! ausgewahlter bzw. ermittelter und ggf. bereits eingestellter 

Systemparameter aktuelle Auflosung mitgeteilt wird. 

I 14, Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 13, dadurch 

I gekennzeichnet, dass im Dialog die Anzahl der Pixel pro 

! 10 Bildebene vorgeschlagen wird. 

i 

: 15. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 14, dadurch 

I gekennzeichnet, dass die im Dialog einzugebende oder 

auszuwahlende Objektelgenschaft zur Ermittlung der optimalen 
I Bestrahlungsstarke dient. 

il5 16. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, 
' dass die optimale Bestrahlungsstarke bzw. Laserleistung im Dialog 

vorgeschlagen wird. 

i 

17. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, 
dass die optimale Bestrahlungsstarke bzw. Laserleistung automatisch 
20 eingestellt wird. 



I 



18. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 17, dadurch 

gekennzeichnet, dass zur Einstellung des Detektionspinhole- 
Durchmessers ein optimierter Wert im Dialog vorgeschlagen wird, bei dem 
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19. 

5 

20. 

10 

21. 

15 

22. 

20 



die Auflosung der Bildaufnahme bei noch brauchbarem Signal-zu-Rausch- 
Verhaltnis der Bildaufnahme maximal ist. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 17, d a d u r c h 
gekennzeichnet, dass zur Einstellung des Detektionspinhole- 
Durchmessers ein optimierter Wert im Dialog vorgeschlagen wird, bei dem 
das Signal-zu-Rausch-Verhaltnis der Bildaufnahme bei noch brauchbarer 
Auflosung der Bildaufnahme maximal ist. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 19, d a d u r c h 
gekennzeichnet, dass bei Vorgabe oder Veranderung 
mindestens eines Systemparameters im Dialog alle diejenigen 
Systemparameter mitgeteilt werden, die durch die Vorgabe oder 
Veranderung beeinflusst werden. 

Verfahren nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, 
dass mittels Benutzerfuhrung im Dialog mitgeteilt wird, wie unter 
Zugrundelegung der Vorgabe oder derVeranderung eines 
Systemparameters eine Bildaufnahme mit bestmoglicher Qualitat 
realisierbar ist. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 21 , dadurch 
gekennzeichnet, dass mindestens ein fur die Aufnahme bzw. 
Applikation wichtiges Kriterium zu dessen Optimierung vorgebbar ist und 
dass aufgrund dieser Vorgabe die weiteren Systemparameter im Dialog 
vorgeschlagen und/oder automatisch eingestellt werden. 



25 



23. 



Verfahren nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, 
dass es sich bei dem vorgegebenen Kriterium um das zu erzielende Signal- 
zu-Rausch-Verhaltnis handelt. 
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I 

24. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 23, d a d u r c h 
! gekennzeichnet, dass mittels Benutzerfuhrung im Dialog 

Hilfestellungen oder Losungen fur vorgegebene Problemsituationen 
angeboten werden. 

j 

5 25. Verfahren nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, 
dass es sich bei den Problemsituationen urn die Probleme: 

„die Probe bleicht zu stark (bei Fluoreszenzobjekten)" und/oder 

„die Bilddaten sind verrauscht" und/oder 
; - „die MeRzeit ist zu iange" und/oder 

; 10 - ,,die Aufldsung ist zu gering" 

handelt. 

I 26. Verfahren nach Anspruch 24 oder 25, dadurch 

gekennzeichnet, dass unter Zugrundelegung der 
; Hilfeststellungen die Optimierung im Dialog durchfuhrbar ist. 

15 27. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 26. dadurch 

gekennzeichnet, dass die zumindest teilweise voneinander 
abhangigen Systemparameter mittels Algorithmus bestimmt werden. 

28. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 27, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Systemparameter unter 

20 Berucksichtigung sich gegenseitig ausschlieBender Eigenschaften bzw. 

Einstellungen im Dialog vorgeschlagen und nach Auswahl oder 

i automatisch eingestellt werden. 

i 

; 29. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 29, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Systemparameter unter 
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Berucksichtigung der Vorgaben aus einem in einer Datenbank abgelegten 
Expertensystem abgerufen werden. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 29, d a d u r c h 
gekennzeichnet, dass die Systemparameter unter 
Berucksichtigung der Vorgaben unter Verwendung von Fuzzy-Logic 
ermittelt und nach Auswahl oder automatisch eingestellt werden. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 30, d a d u r c h 
gekennzeichnet, dass bei Vorgabe und/oder Anderung 
mindestens eines Systemparameters im Dialog mitgeteilt wird, dass und 
bejahendenfalls inwiefern die Bildaufnahme im Hinblick. auf eine 
Eigenschaft der Bildaufnahme, so beispielsweise im Hinblick auf die 
Auflosung, das Sampling, etc, beeinflusst wird. 

32. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 31 , d a d u r c h 
gekennzeichnet, dass dem Benutzer vor, wahrend und/oder 
nach der Bildaufnahme eine Information hinsichtlich der Qualitat der zu 
erzielenden Bildaufnahme vermittelt wird. 

33. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 32, d a d u r c h 
gekennzeichnet, dass ein den Benutzer im Dialog fuhrendes 
Lernprogramm zur optimalen - vorzugsweise objekt- und/oder 
problemspezifischen - Systemeinstellung und/oder Aufnahmestrategie 
aktivierbar ist. 



30. 

5 



31. 



10 
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AiUkel 18 abenmHteft. Elne Kople wbd dem Intematlonalen BQro CU>enmlttelL 

Dteser Intematlonale Recherchenbericht umfaBt Insgeeamt _4 Blfitter. 

(X| DafiU:>er hinaus llegt Ihm Jewells elne Kople der In diesem Berlcht genannten Unteitagen zum ^and der Technik beL 
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□ 
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a Q Mangalnda Einhaitlwhiosit dar Erfindung (slehe Feld II). 



I (slehe Feld I). 
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Pn wfrd der vom Anmelder eingerelchfte Wortlaut genehmlgt. 
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& Hlnstehtflchderi 



ryi wIrd der vom Anmelder eingerelchte Wortlaut genehmlgt <r>^ 
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Gchefeienzu lassen, oder durch die das VerfiffenOlchLiigsdatUTi efeier 
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